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用 PCR 技术扩增得到目的基因乙肝表面抗原 preS2S1(21-41) 基因，经过
测序，多步克隆，将目的基因插入到含有蓝藻源的热休克 groESL 启动子、





EcoRI 和 PstI 双酶切 T 载体，所得的随机片段与经过同样双酶切的表达
重组质粒 pES2S1T 连接，构建成为含有螺旋藻染色体 DNA 随机同源片段的
供体表达质粒。同时还通过 PCR 技术克隆得到螺旋藻 recA 基因片段，用
EcoRI 和 SacI 双酶切后连接到 pES2S1T 中，构建成含有螺旋藻 recA 基因
同源片段的供体表达质粒。将这两种供体质粒用超声转化法分别转化钝顶
螺旋藻，通过 G418 筛选，得到了三株具有 G418 抗性、并且生长良好的转
化藻株，其中一株是以 recA 为整合靶位，另外两株都是随机整合靶位,
分别命名为 ESA,ESS1,ESS2。以外源片段两侧引物对转化藻株的基因组
DNA 进行 PCR 扩增，证明目的片段已经整合到宿主的基因组 DNA 中。转化
藻通过 41℃热诱导后，进行 SDS-PAGE,通过凝胶电泳分析发现与预期外源












































Expression of HBsAg preS2S1 in spirulina platensis  
                   Abstract 
Hepatitis B virus(HBV) infection is a serious and worldwide health 
problem,the prospect for the control of HBV infection and liver disease 
depend on the availability of effective vaccine production system.Studies 
suggest many transgenic plants may promise a low-cost and effective oral 
vaccine production system.Spirulina platensis are a diverse and widely 
distributed group of prokaryotes with rich protein and nutrition. In recent 
years it has been rapid progresses on the genetic engineering of 
spirulina .With its unique advance,spirulina can be an ideal candidate for 
developing oral vaccine. 
   In this study, the nucleotide sequence of HBsAg preS2S1 peptide was 
obtained by PCR and subcloned into plasmid pUCMT1 which contained 
groESL promoter,Kanamycin resistance gene(Kmr) and rbcs-polyA 
terminator,thus the expression vector pES2S1T was constructed. Then 
Spirulina recA gene and random gene fragments were obtained by PCR and 
ultrasonic treatment  and inserted into pES2S1T separately to construct the 
site-specific and random homologous recombinant donor plasmids.These 
plasmids were transformed into spirulina platensis  through ultrasonic 
treatment and the three G418 transformants were obtained by G418 
screening,named ESA,ESS1,ESS2.Results of PCR showed that the target 
nucleotide had been genetically integrated into genome DNA of host cell by 
integration vectors. Further confirmation was made by SDS-PAGE , Elisa and 
Western Blot. Results indicated special 9kD protein expressed in 
transformants that was coherent with the aimed protein, HBsAg 
preS2S1(21-47) in both molecular weight and immunological 
characteristics.The expression amount of preS2S1 in ESA、ESS1 and ESS2 














transgenic spirulina indicated the immune memory cell had been successfully 
constructed through primary feeding. 
In this study the preS2S1 peptides had successfully expressed in the 
spirulina, which gives the basis for the study of oral HBV vaccine. It’s the first 
time to use spirulina as host cell to express HBsAg peptides. We hope the 
strong neutralzing antibody can be induced by oral administration of these 
transformant components.  
Keywords: HBsAg；HBV vaccine；preS2S1; express；spirulina platensis； 



















前     言 
1 乙肝病毒简介 
乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（HBV）引起的全球性传染病。目前，
全世界大约有 4 亿人是慢性乙型肝炎病毒携带者，而中国大约有 1 亿病
毒携带者，高居世界第 1 位[1-2]。我国同时也是乙肝病毒感染的高发国，
人群中乙肝感染率高达 57.6%，其中 1/4 的乙型肝炎病毒携带者有可能




分子量为 1.6-2.0X106 道尔顿。在 HBV DNA 的双链中，其短链长度是可
变的，约为长链的 50%-100%。长链代表了 HBV DNA 的全部遗传信息。
基因组共有四个公认的开放读框，分别为编码包膜蛋白 HBsAg 的 S 区，
编码衣壳的核心区（C 区，Hepatitis Bcore antigen ,HBcAg）,编码病毒聚
合酶 P 区，以及编码 X 抗原（Hepatitis b x antigen,HBxAg）的 X 区。见
图 A。           
      图 A.  乙肝病毒基因组基本结构（引自 TioLLais,1985 ） 
















HBV 的保护性抗原表位（epitope ,or antigen determinant）主要集中
于 HBsAg。HBsAg 是乙肝病毒的外膜蛋白，由 HBV 基因组的 S 区所编
码。S 区又分为 preS1 基因、preS2 基因和 S 基因三段，它们连续串联排
列，共用同一个终止密码，这样，S 区的编码产物就有三种：大蛋白 L





 Fig B.  Three HBV Surface proteins translated from different sites in the 
报 same ORF 



























（poLymerized human serum aLbumin receptor ,PHSA-R）的序列。血液中
的 PHSA 可与肝细胞膜上的相应受体以及 HBV 包膜上的特异性受体相
结合，HBV 颗粒通过 PHSA 就可以和肝细胞膜结合在一起，从而介导
HBV 进入肝细胞中，引起肝细胞的感染，这也是决定 HBV 嗜肝特点的
重要结构基础。Neurath[5] 等用兔抗-前 S 120-145 为氨基酸残基合成肽血
清，在试管内中和 HBV 后接种到黑猩猩中，33 周后，HBsAg 和抗 HBS，
抗 HBC 均为阴性，而未经过中和抗体处理过的 HBV 接种黑猩猩后在不
同时期出现抗 HBS，抗 HBC。这证明了抗前 S 合成肽是能中和病毒的。
用免疫电镜法观察到抗前 S（120-145）能与 Dane 氏颗粒结合，证实此
抗体有中和病毒的作用。有实验证明，前 S 120-145 多肽免疫家兔可以
产生高效价的抗体，抗多肽抗体的效价较小蛋白免疫后高约 400 倍。对
于小鼠的免疫也表明，对 S 蛋白的免疫差的小鼠对于前 S 蛋白有非常敏
感的抗体应答。对于 HBsAg 的无应答者，仍可对前 S2 抗原应答。 
由前 S1、前 S2、及 S 基因三个基因区共同编码的由 389 个氨基酸残基
组成的一种蛋白质，是 S 基因区编码产物中分子量最大的一种，为大蛋
白。由前 S1 区编码的大蛋白的 N 端序列长度在各种亚型之间有一定的变
















制期，22 nm 的球形颗粒所含的几乎全是 S 蛋白，中蛋白少于 1%，无大
蛋白。免疫印迹技术研究发现，前 S1 蛋白与 HBV 的活跃复制有着极为
密切的关系。此外大量的实验研究[6-7]表明，肝细胞受体的主要结合部位
在 HBV 膜蛋白的前 S1- 21 和 S1- 47 之间。 
S 基因区的三种编码产物，不仅参与完整的乙型肝炎病毒 Dane 氏颗
粒的装配，而且一般情况下这些产物是过量产生的，剩余部分可组装成








































(1) 将 S, S2 或 S1 基因重组质粒转化酵母，用转化酵母细胞株，经发
酵生产乙肝疫苗。袁汉英
[10]
等将乙肝表面抗原的 S 和 preS1(21-47) 基
因进行融合后置于酵母杂合启动子 ADH2-SUC2 的控制下表达，它们的表











































   (3) 将 S, S2 或 S1 基因插人昆虫核多角体病毒 DNA 非必需区，组建
成含有 HBV 基因、昆虫核多角体病毒 DNA 三重质粒转染家蚕和蝶蛹生
产乙肝疫苗。昆虫核型多角体病毒的多角体蛋白基因启动子是一个很强
的启动子，可以高效表达外源基因，而且产物可以正确加工。储瑞银[14]
将 PreS2 的 HBsAg 基因与杆状病毒重组后感染家蚕，每克蚕体能产生 10 
μg 乙肝表面抗原。李晓宇[15]等在家蚕中表达的 S 区抗原，用 PRHA 法
检测的滴度可达 1：4096。周耐明[16]将编码乙肝病毒表面抗原的基因转
移到 pBm030 中，以家蚕核多角体病毒（ BmNPVZJ8）为载体，通过细
胞内重组，构建了含 S 基因的重组病毒 BMNPVS，S 基因由多角体蛋白
基因启动子调控。BMNPVS 感染的 BM 细胞生产 S 蛋白量为 36 μg/106
细胞，感染的家蚕虫体和蛹的 S 蛋白产量分别为 750 μg/条和 690 μg/蛹，
血淋巴中 S 蛋白含量为 130 mg/L。电镜观察证明，蚕中产生约 22 nm 直
径的均匀颗粒。以 CsCL 密度梯度离心法测定的等密度为 1.2 g/mL。理
化性质量与人源相似。因此，用杆状病毒表达重组疫苗也许会成为有应
用前景的一条途径。 






















2.3 第三代乙肝疫苗——DNA 疫苗 
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